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自从 1988 年 Saiki 等将耐热性的 Taq 聚合酶引入 PCR 反应后，极大地推动
了 PCR 技术的推广，也带动了实时荧光定量 PCR（qPCR）技术的兴起，分子生
物学发展日新月异。随着技术的推广与应用，人们也逐渐发现了 Taq 聚合酶自身
存在的缺点，其保真性差不适合高保真的 PCR，复杂样本扩增能力差需要对样本
进行处理以及体系的优化等等。而 B 族的 Pfu 聚合酶具有高保真性、高行进性和
强耐干扰能力，但是不具有 5’-3’外切活性且强 3’-5’外切活性会水解游离探针影
响荧光增益信号检测而不能用于 qPCR。因此本研究希望通过改造 Pfu 聚合酶，
进而用于复杂样本的 qPCR 检测。 
基于 Pfu 聚合酶的结构和性质，我们采取了两种改进方案。首先，我们对 Pfu
聚合酶进行点突变改造获得了 Pfu-mut 聚合酶，弱化了 3’-5’外切活性，使其不能
水解游离探针而影响荧光定量结果，同时筛选不基于外切活性的非水解探针分子
信标体系，进而用于 qPCR。第二，在前者的基础上我们将 Taq 聚合酶 N 端的 5’-
3’外切活性域融合到 Pfu 聚合酶的 N 端，获得了具有 5’-3’外切能力 TNF-pfu-mut
聚合酶，进而可以用于普通的 Taqman 水解探针。此外，我们还筛选了 Pfu 聚合
酶的抗体，抗体的加入对于 Pfu 聚合酶的热启动效果和稳定性具有较好的帮助。
在对复杂样本的评价中，我们发现改造后的 Pfu-mut 聚合酶对于血清样本 qPCR
检测灵敏度略优于 Takara 公司 HS-Taq 约 1 个数量级（101 倍），能够至少耐受
约 75%体积比的提取血清样本模板量而不影响 qPCR 灵敏度；对于高 GC 含量靶
标的扩增灵敏度更是明显优于 HS-Taq 约 3 个数量级（103 倍）。而 TNF-Pfu-mut
聚合酶的外切和聚合活性表现正常具有可行性，但是对于血清样本的 qPCR 检测
灵敏度低于 HS-Taq，对于高 GC 含量靶标的扩增效果较差，需要进一步改进。 
综上所述，本研究改造了 Pfu 聚合酶并应用于 qPCR 检测，验证了其对于复



















Since SaiKi et al. used Taq thermostable polymerase in PCR reaction in 1988, this 
polymerase gave a big boost to the PCR technology development, and promoted the 
rise of Real-Time Quantitative PCR technology. Molecular biology developed 
dramatically. With the popularization and application of PCR technology, people 
gradually realized the disadvantages of Taq polymerase, its low fidelity is not suitable 
for high fidelity PCR and low amplification ability of complex sample requires sample 
treatment and PCR system optimization and so on. B family Pfu polymerase has high 
fidelity, high processivity and strong resistance to interference. It doesn’t has 5 'to 3' 
exonuclease activity but has strong 3 'to 5' exonuclease activity which may hydrolyze 
free probe and influence fluorescence signal detection, and that leads Pfu polymerase 
not suitable for qPCR. So the aim of this study is improving Pfu polymerase for qPCR 
detection of complex samples. 
Based on the structure and properties of Pfu polymerase, we adopted two kinds of 
improvement strategy. First, we performed site-directed mutagenesis with Pfu 
polymerase and obtained Pfu-mut polymerase with weak 3 'to 5' exonuclease activity 
and couldn’t hydrolyze free probe to effect the fluorescence signal. And we screened 
molecular beacon probe-which does not based on the activity of exonuclease activity 
and hydrolysis-for qPCR system. Second, we fused Taq polymerase N-terminal 5 'to 3' 
exonuclease activity domain to the N-terminal of Pfu polymerase, and obtained the 
TNF-Pfu-mut polymerase with 5 'to 3' exonuclease activity, which can be used for 
ordinary Taqman probe qPCR system based on hydrolysis. In addition, we also 
screened Pfu polymerase antibody, complex with antibody can help the hot-start 
effection and statement of Pfu polymerase. We found that the improved Pfu-mut 
polymerase have higher sensitivity for serum samples in qPCR detection than HS-Taq 
polymerase of Takara about one order of magnitude (101 fold), and it can tolerate at 
least 75% (vol/vol) extracted serum sample without affecting qPCR sensitivity. The 
amplification results of high GC content targets showed that Pfu-mut amplification 















TNF-Pfu-mut manifests that exonuclease and polymerase activity can work properly. 
But its sensitivity for serum samples in qPCR detection is lower than HS-Taq 
polymerase.High GC content targets amplification result is not good enough, and it 
needs more improvement. 
To sum up, this study improved the Pfu polymerase and applied it to the qPCR 
detection, verified the advantages of its performance in complex samples qPCR. And it 
helped to improve the future study and application of B family polymerase and provided 
more selections for qPCR polymerase. 
 




































缩略词  英文全称  中文全称  
aa  Amino Acid  氨基酸  
bp  Base Pair  碱基对数 
nt nucleotide 核苷酸数 
Da  Dalton  道尔顿  
kD  Kilo Daltons  千道尔顿  
Amp Ampicillin 氨苄青霉素 
Kan Kanamycin 卡那霉素 
PCR Polymerase Chain Reaction 聚合酶链式反应 
qPCR quantitative PCR 定量 PCR 
FRET fluorescence resonance energy transfer 荧光共振能量传递 
SNPs single nucleotide olymorphisms 单核苷酸多态性 
MB Molecular Beacon 分子信标 
CT Cycle-Threshold 荧光阈值对应循环数 
Tm Melting Temperature 熔解温度 
HS Hot-Start 热启动 
Wt Wild type 野生型 
Mut Mutation 突变体 
s/min/h Second/minute/hour 秒/分钟/小时 
Pol Polymerase 聚合酶 
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聚合酶链式反应即 PCR（Polymerase Chain Reaction）是一种 DNA 体外扩增
技术，由 Mullis 在 1983 年发明，其本人也因此获得了 1993 年的诺贝尔化学奖。
PCR 技术的发展离不开聚合酶的发展，早期 PCR 使用的 DNA 聚合酶 I-Klenow
片段耐热性差，每一轮 PCR 都需要追加聚合酶，因此 PCR 过程十分繁琐复杂，
直到 1988 年 Saiki 等将耐热性的 Taq 聚合酶引入 PCR 反应后，实现了简单高效
的 PCR 技术，使 PCR 技术真正得以推广应用。Taq 聚合酶的引入不但推动了
PCR 技术的发展，也带动了一个新兴的分子生物学技术——实时荧光定量 PCR 
技术的发展。1995 年美国 PE 公司研制出了具有革命性意义的实时荧光定量 PCR
技术，直接检测 PCR 过程中产生的荧光信号强度变化从而定量扩增产物，这项
技术极大的推动了分子生物学的发展，使分子生物学进入定量的时代。随着分子
生物学技术的发展，作为分子生物学最重要的 PCR 技术最基本的工具，DNA 聚




1.1 DNA 聚合酶的分类 
根据基因序列同源性和系统发育关系进行分类，目前的DNA聚合酶可以分
为6大家族，包括A族、B族、C族、D族、X族和Y族[1-3]。其中A族包括Bacillus 
stearothermophilus、Escherichia coli、Thermus aquaticus等的复制型Pol I。B族包
括真核细胞和古细菌以及噬菌体T4等的复制型Pol II。C族包括主要的真细菌复





















表 1-1 古细菌域、细菌域和真核域 DNA 聚合酶的分布[2] 
Table 1-1 Distribution of DNA polymerases in Archaea, Bacteria, and Eukarya[2] 
分类 
家族 
A B C D X Y 
古细菌       
广域古菌界  Pol BI  Pol D   
嗜泉古菌界  Pol BI，Pol BII     








1.2 Taq DNA聚合酶概述 
Taq DNA 聚合酶是 A 族聚合酶中最常用的一种，包括其衍生的突变型聚合
酶是目前应用最为广泛的聚合酶之一，主要用于分子克隆、实时荧光定量 PCR 以
及基因测序等等。Taq DNA 聚合酶是从水生嗜热菌(Thermus aquaticus)YT-1 株
中分离提取的一种耐热聚合酶，Thermus aquaticus 是一种嗜热真细菌，能在 70～
75℃生长，该菌是 1969 年从美国黄石国家森林公园火山温泉中分离获得。Taq 聚
合酶的基因全长为 2496 个碱基，酶蛋白由 832 个氨基酸组成，分子量为 94kD。
其在 92.5℃、95℃ 、97.5℃的高温下，分别经 130 min，40 min 和 5～6 min 后，
仍可保持 50%的活性，而其最佳生物学活性所需的温度范围在 70℃-75℃之间，
由于其良好的耐热性，由 1988 年 Saiki 等[4, 5]将耐热性的 Taq 聚合酶引入 PCR 反
应后，使 PCR 技术实现了自动连续循环，极大地提高了 PCR 技术的实用性和应
用前景。Taq DNA 聚合酶具有 4 种活性，包括 5’-3’外切酶活性、5’-3’聚合酶活
性、逆转录酶活性[6]和焦磷酸酶活性[7]，其中 PCR 技术基于其耐热的 5’-3’聚合
酶活性，而基于水解探针的实时荧光定量 PCR 则主要是利用 Taq 酶的 5’-3’外切
酶活性产生荧光信号。 
Taq DNA 聚合酶结构与 DNA 聚合酶 I 类似，主要由三大结构域组成[8-10]，
位于 N 端 1-291 个氨基酸构成 5’-3’外切结构域，位于 C 端的 424-832 个氨基酸
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